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Uber das Wachstum menschlichen Knochenmarks
in vitro.

1. Mitteilung.

Von
Georg Weitzmann und Eva Posern.

Mit 8 Abbildungen im Text.
(Eingegangen am 15. Jonuar 1937.)

In unserer ersten zusammenfassenden Arbeit iiber die Methoden von
Ziichtung von Geweben der menschlichen blutbildenden Organe gaben wir
auch einen Uberblick iiber das Schicksal menschlichen Knochenmarks
in vitro. In keinem anderen Gewebe lassen sich so viele Arten und Stadien
der Zellreifung erfassen wie im Knochenmark als der wichtigsten Stétte
der Bluthildung. Eslagnahe, nachdem die Erkennung und Differenzierung
der Zellen aus dem strémenden Blute fast restlos erschopft worden ist,
die Aufmerksamkeit dem Knochenmark zu schenken. Besonders ausgebaut
wurde die Diagnosenstellung der Blutkrankheiten aus dem Knochen-
mark, nachdem die Sternalpunktion, die besonders an die Namen von
Schulten und Henning gekniipft ist, Eingang in die Klinik gefunden
hat und heute fast als unerléalich bei jedem vollstdndigen Blutstatus ge-
fordert wird. Die Beobachtung der Zellen des strémenden Blutes, wie
die Priparate aus dem Sternalpunktat, geben jedoch nur Momentauf-
nahmen aus dem krankhaften Geschehen. HEs lassen sich zweifellos
in den meisten Féllen durch oft wiederholte Blutbilder die Momentauf-
nahmen zu einem vollstdndig abgerundeten Bild zusammensetzen.
Schwieriger wird es jedoch, wenn Sternalmark des 6fteren entnommen
werden soll, um auch gleichzeitig eine Vorstellung tber das Geschehen
an der Stelle der Blutbildung selbst zu gewinnen.

Das Wachstum des Knochenmarks in vitro fand schon immer regstes
Interesse aller Gewebeziichter. Der Versuch erscheint verstindlich,
mit Hilfe der Gewebeziichtung einen neuen KEinblick in das Zustande-
kommen der Blutkrankheiten zu gewinnen. Notwendige Voraussetzung
dafiir sind neben einer guten, nicht zu schweren Technik eine genaue
Kenntnis des Wachstums normalen menschlichen Knochenmarks. In
dieser und folgenden Arbeiten soll versucht werden, die Entwicklung
und das Wachstum bestimmter Zellgruppen in vitro geziichteten Knochen-
marks zu erfassen. Das fiir unsere erste Arbeit (Meier, Posern, Weiiz-
mann) gewonnene Material stammt ausschlieBlich von durch Operation
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gewonnenen Rippen. Es ist uns jetzt auch gelungen, das Mark des Ster-
num zur Zichtung zu benutzen. Die Ausarbeitung dieser Methodik
erscheint uns deswegen von Bedeutung, weil fiir die Erfassung pathologi-
scher Vorgénge Knochenmark aus Rippen so gut wie nicht zur Verfiigung
steht. Die Vorteile der Verwendung von Sternalpunktat sind: 1. die
Auswahl der Patienten, deren Knochenmark geziichtet werden soll, kann
selbst geschehen. 2. Es konnen von klinisch als sicher pathologisch
erfafiten Zellen Explantate geziichtet werden. 3. Von ein und demselben
Patienten kénnen in Zeitabstinden wiederholte Punktionen verwandt
werden. Bei der Benutzung des Knochenmarks der Rippe bestehen
naturgemifl Schwierigkeiten in der Auswahl der Patienten betreffend
Alter und Krankheit, besonders dann, wenn das Material von einer anderen
Klinik stammt. Alle diese Schwierigkeiten bestehen nicht bei der Ver-
wendung von Sternalpunktat. Es ist aber wesentlich, daBl man neben
dem histologischen Bilde des Sternalpunktates jetzt auch das Verhalten
des Knochenmarkes in vitro beobachten kann.

Die Ziichtung von Geweben blutbildender Organe vom Tier ist be-
sonders an den Namen Maximow, Carrel, Lewis und Lewis, Chlopin,
Erdmann, Timofejewsky, Barta und de Haan gekniipft. Es sind dies grund-
legende Arbeiten, die zu jhrem Teil zur Erkennung des himatopoetischen
Systems in der Gewebeziichtung beigetragen haben. Wir miissen jedoch
bei aller Wiirdigung der vergleichenden mikroskopischen Anatomie
fordern, daf} zum Vergleich pathologischen menschlichen Gewebes nor-
males menschliches Gewebe verwandt wird. Diese Griinde zwangen uns
zu einer nochmaligen genauen Analyse des in vitro wachsenden Markes.

Die Gewebeziichtung an einer Medizinischen Klinik hat ihre besonderen
Ziele und ihre besonderen Aufgaben. In den Vordergrund ihrer Betrach-
tung stellt sie nicht ausschlieBlich das morphologische Verhalten von
Zellen und Zellgruppen, sondern wertet vor allem funktionelles Verhalten
und Funktionsinderungen. Die Morphologie gilt dabei nur soweit, als
man aus ihr Schliisse auf den Funktionszustand ziehen kann. Wir haben
deshalb zunéchst bewufit darauf verzichtet, Fixierungen und Firbungen
an unserem Material vorzunehmen, weil wir, worauf schon 4. Fischer
hinweist, zu der Feststellung gezwungen waren, daB aus dem fixierten
gefarbten Préparat nur sehr schwer Beziehungen zum lebenden Gewebe
gefunden werden konnen. Erst wenn wir uns durch eine geniigend grofe
Anzahl von Untersuchungen eine genaue Kenntnis iiber das Verhalten
des lebenden Gewebes angeeignet haben, wenn es uns méglich ist, in
bestimmten Grenzen eine Zellanalyse ungefirbt und unfixiert auszufiihren,
wollen wir zur Stabilisierung unserer Befunde die firberischen Methoden
anwenden. Der zweiten und dritten Mitteilung soll dies vorbebalten
sein.

Bestimmend fiir das Wachstum menschlichen Knochenmarks in
vitro sind exogene und endogene Faktoren. Unter exogenen Faktoren
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verstehen wir das Milieu, in das das Explantat zum Wachstum eingesetzt
wird. Die endogenen Faktoren sind die Potenzen, die im Knochenmark
durch Alter und Krankheit des Patienten enthalten sind. Knochenmark
des dlteren Menschen, das fetthaltiger ist als das des jungen, wéchst im
allgemeinen schlechter an und hat vor allem eine sehr starke Tendenz,
das Plasmagerinnsel zu verfliissigen. Der starken Plasmolyse kann man
dadurch begegnen, daB die deckende Plasmaschicht dicker gewéhlt wird.
Man kann entweder sofort eine groflere Menge Plasma als Deckschicht
iiber die Kultur geben oder gibt wiederholt in den ersten Tagen nach dem

Abb. 1. Ubersichtsbild. Bizarre Anordnung der ausgewanderten Zellen, an manchen
Stellen kann man zwischen den farblosen, Zellen mit dunklerem Protoplasmna erkennen.

Ansetzen eine gleich diinne Deckschicht wie am Tage des Ansetzens iiber
die Kultur.

Wie konnten beobachten, dal Knochenmark von Patienten mit
chronischen Erkrankungen, wie Tuberkulose, langer bestehendem Empyem,
ein anderes Auswachsen zeigt als das von Patienten, die an anderen als
diesen Erkrankungen leiden. Frither als wir diese Umstéinde weniger in
Betracht zogen und ihnen noch nicht diese Bedeutung beimaflen, fiel
uns die Vielzahl der Erscheinungen des wachsenden Knochenmarks auf,
tiir die wir anfangs keine rechte Deutung hatten. Unter Beriicksichtigung
dieser Einflisse konnten wir eine Ordnung und GesetzmiBigkeit fest-
stellen, die sich unter bestimmten Bedingungen immer wiederholen.

Das in das Plasmagerinnsel eingepflanzte Knochenmark zeigt frithe-
stens am zweiten, spitestens am vierten Tage ,,Wachstum®, d.h. es
wandern in mehr oder weniger starkem MaBe Zellen in das Plasmagerinnsel
aus. Es sind dies, wie Oxydasereaktionen ergeben, vorwiegend Zellen der
myeloischen Reihe. Im Beginn der Auswanderung des Wachstums kann
man zwei bestimmte Formen unterscheiden: Die eine besteht in einem
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echten Auswandern und in einem Vorschieben der peripher gelegenen
Zellen durch nachdringende, die mehr dem Zentrum des explantierten
Stiickes zu gelegen sind. Die ausgewanderten Zellen umgeben in
breitem Saum das angesetzte Stiick. Dieses gleichméaBige, wallartige
Vorschieben der emigrierenden Zellen finden wir immer beim Knochen-
mark von Patienten, die nicht an einer Erkrankung der blutbildenden
Organe und an keiner chronischen Erkrankung leiden. Das Auswachsen
kann sich aber auch statt dessen in einer anderen Form vollziehen. Es
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Abb. 2. Weiterentwicklung von Abb. 1. Die dunklen feingranulierten protoplasmatischen

Zellen in beginnender Phagocytose der sie umgebenden Blutzellen, in mancher sind 1 bis
2 Vakuolen erkennbar. Vergr. 270mal.

findet keine gleichméfBige Rundzellenemigration statt, sondern vom
Zentralstiick strahlen baumartige bizarre Formen mit Verzweigungen
aus, die bei stérkerer Vergréflerung in bestimmten Ziigen aneinander-
gereihte zellige Elemente aufweisen (Abb.1). Bei Untersuchungen mit
starken VergréBerungen fillt auf, daB an vielen Stellen dieser bizarren
Formen die Zellgrenzen nicht mehr deutlich erkennbar sind. Es kommt
hier zu syncytialen Zellverbénden, die spéter, wenn sie von der Umgebung
losgeldst sind, als vielkernige Riesenzellen imponieren kénnen. Diese
zweite Form des beginnenden Knochenmarkwachstums finden wir vor-
wiegend beim Knochenmark von Patienten, die an chronischen Erkran-
kungen, in unseren Fillen meist an lang dauernder Tuberkulose leiden.
Man moéchte sagen, dall das Auswachsen des Knochenmarks fiir diese
Fille spezifisch ist.

Sowohl in den Kulturen, in denen es zu einer Auswanderung rund-
zelliger Elemente mit breitem Saum um das Zentralstiick, wie auch. in denen,
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Abb. 3. Kultur etwa 2 Wochen alt. Die phagocytierenden Zellen sind erheblich groBer
Bestreben vom Zentralstiick nach der Peripherie sich fortzubewegen. Vergr. 86mal.

Abb. 4. Dasselbe wie Abb. 3. Vergr. 270mal. Besondere grole Zelle 2 Tage spiiter
aufgenommen als die Zellen der Abb. 3.
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wo sich das beginnende Wachstum in bizarren baumartigen Verzwei-
gungen zeigt, kann man vom 5. Tage an nach dem Ansetzen eine bestimmte
Zellgruppe erkennen. Im lebenden Gewebe sieht man eine mehr oder
weniger groBe Anzahl Zellen von meist rundlicher oder ovaler, aber auch
polygonaler Form, die in dieser Zeit fast die gleiche GréBe haben, wie die
sie umgebenden Zellen und die nur deswegen auffallen, weil ihr Proto-
plasma dunkler erscheint. Bei starker Vergréflerung erscheinen sie als
mononucleire mit einem groBen und hellen Kern. Das Protoplasma
weist eine feine Granulierung auf und kann gelbbréunlich bis schwarz

Abb. 5. Zellen des 3. Stadiums. Besonders stark verdichtetes Protoplasma.- Zellen sind
etwas kleiner geworden. Vergr. 530mal.

gefirbt erscheinen. - Diese Zellen umfliefen die sie umgebenden Blutzellen
und phagocytieren sie (Abb.2). Bei standiger Beobachtung sieht man
ein auffallend rasches Wachstum dieser Zellen. In 3—5 Tagen konnen
sich diese umgebenden Zellen um ein Vielfaches, in extremen Fallen um
ein 20—b0faches tibertreffen. Sie bekommen Form und Gestalt von Riesen-
zellen. Man mochte sie als Giganten unter den ausgewanderten Zellen
bezeichnen. Besonders bezeichnend fiir sie ist die starke Neigung zur
Phagocytose. Einige Zellen sind vollgepfropft mit Leukocyten und Ery-
throcyten (Abb. 3 und 4).

Ungefihr am 10.—14. Tage sieht man diese Riesenzellen ziemlich
vereinzelt, meist rund oder oval und anscheinend ohne Verbindung mit-
einander verstreut in der Peripherie liegen. Sie sind kleiner geworden,
ihr Cytoplasma erscheint nicht mehr so dunkel, es ist heller und hat einen
mehr gelblichen Farbton. Das Protoplasma ist dichter, eine Granulierung
ist meist nicht mehr zu erkennen. Die Struktur des Protoplasmas ist
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jetzt schollenartig. Die Zellen sind einkernige, meist mit 2 oder 3 groBen
Vakuolen (Abb.5). Wendet man vitale Farbungsmethoden an, wie die
Farbung mit Janusgrim (1 : 200 000), so kann man feine protoplas-
matische Ausldufer erkennen, die sich in die Umgebung erstrecken und
dort, wo sie auf Auslaufer derselben Zellen treffen, sich mit diesen ver-
binden. Es entsteht so ein grofes weitmaschiges Netz (Abb. 6). In den
Liicken dieses Netzes liegen Zellen der myeloischen Reihe. Je dlter diese
Zellen werden, um so mehr verlieren sie ihre runde oder ovale Form.
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Abb. 6. Vitalfarbung mit Janusgrin (1:200000). Netzfirmige, protoplasmatische Ver-
bindungen der Zellen untereinander, die ungefdrbt nicht erkennbar sind. Vergr. 530mal.

Der Zelleib streckt sich, er wird spindelig. Die Auslaufer bilden sich vor-
wiegend an den Spindelspitzen, besonders an denen, die zur Peripherie
hinzeigen. Mit dem Alter zeigt das Protoplasma nicht nur schollenartigen
Charakter, sondern auch feinkérnige Granulierung. In manchen Zellen
ist das Protoplasma mit groben, lichtbrechenden Granula angefiillt.
Meist ist die grobe Granulierung im spateren Stadium nicht mehr anzu-
treffen. In einigen Zellen ist sie jedoch bis zur fibrocytédren Umwandlung
erhalten. Es sind dies die Zellen, die am nichsten dem Zentralstiick zu
gelegen waren. Es war uns schon bei unserer ersten Arbeit eine Zell-
gruppe aufgefallen, die in Begleitung von Fettzellen zu finden war und
deren Protoplasma grébere lichtbrechende Granulierungen enthielt.
Diese Zellen behalten ihre grobe Granulierung bis in die spétesten Stadien
der fibrocytiren Umwandlung bei. Man kann dann deutlich verfolgen,



Uber das Wachstum menschlichen Knochenmarks in vitro. I. 465

wie die Granulierung in den neu sprossenden Auslidufern noch vorhanden
ist. Sie verliert sich allmahlich, denn wir haben sie in den Fibroblasten
nicht in derselben Intensitit bestehen bleiben oder auftreten sehen. Diese
Granulierung spielt beim Wachstum der Zelle eine besondere Rolle und
ist das Kennzeichen fiir einen bestimmten Zustand des Stoffwechsels.

Man kann den Wechsel der Struktur dieser Zellen und ihr verschieden
funktionelles Verhalten in 4 Stadien einteilen:

1. Stadium der Emigration. Eine nur etwas groBere Zelle als die Blut-
zelle von rundovaler, aber auch polygonaler Form, mit dunkel geténtem
Protoplasma, nach der Peripherie auswandernd. Sie hebt sich vor allem
durch ihr dunkles Cytoplasma . — -
von den iibrigen Knochen- | S / foiH
markszellen ab. Das Cyto- T-@ /s P :
plasma besteht aus einer sehr b <
dichten feinkérnigen Granu-
lierung. . ;

2. Stadium der Phago- % Y 8 *@
cytose. Die Granulierung -
ist nicht deutlich zu erken- CXEEs
nen. Der Zelleib ist riesig 4
angeschwollen und vollge-
piropft mit rundzelligen Ele-
menten. Die  Riesenzellen Abb, 7. Starker gestreckte Zelle mit gut erkenn-

kénnen die Blutzellen in ihrer  barer groBer Vakuole und dunklem Kern mit

- - brockenartiger Anordnung des Chromatins.
Grofe um das 20—50fache Vergr. 530mal.

iibertreffen.

3. Stadium der Netzbildung in der Gewebskultur. Die Riesenzellen
sind kleiner geworden, das Protoplasma hat ein brockenschollenartiges
Aussehen bekommen, ist teilweise feingekornt, die Zelle ist einkernig.
Bildung eines Netzes in der Peripherie der Kultur durch Aussenden
protoplasmatischer Auslaufer.

4. Stadium der Umwandlung. Die Zellen wandeln sich in der Uber-
gangsform zu fibrocytiren Elementen um. In einzelnen Zellen grobe,
lichtbrechende Granulierung.

Die Zellen des 4. Stadiums sind nicht mehr rund. Meist sieht man
polygonale, zuweilen gpindelige Formen (Abb. 7, 8). Die Zellen zeichnen
sich vorwiegend durch Lingenwachstum aus, nehmen zuletzt spindeligen
Charakter an und sind von den sonstigen Fibrocyten der Kultur anfangs
noch durch. ihre plumpe, breite Form, spiter nicht mehr sicher zu unter-
scheiden. ‘

Interessant erschien uns der intermediire Stoffwechsel dieser Zellen,
den wir durch Strukturinderungen des Protoplasmas in langwierigen
Beobachtungen haben untersuchen kénnen. Die feinkérnige Granu-
lierung 148t sich durch Nilblausulfat firben. Die Farbung ergibt ungeféhr
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am 6.—7. Tag sehr dichte blaugefirbte Granulabildung bei einer Ver-
diinnung von 1:250000, die spater nur noch ganz schwach rosa erscheint,
um im Stadium IT manchmal in Spuren, im Stadium IIT nicht mehr nach-
weisbar zu sein. Wir haben immer dann, wenn ein besonders reger Stoff-
wechsel in den Zellen stattfand, auch eine besonders starke Granulierung
beobachten konnen, die fiir gewShnlich nach einiger Zeit zu verschwinden
pflegt, meist nach 6—8 Tagen. Es erscheint uns wahrscheinlich, daB
die Verdichtung des Protoplasmas, wie die auch spéter in manchen Zellen
auftretende grobe Granulierung, als ein Zeichen protoplasmatischen Stoff-
wechsels und Verdauung phagocytierter Elemente zu werten ist. Schabad
und Wolkoff beobachteten
eine vermehrte Lipoidspei-
cherung der Reticulumzelle
am Rande nekrotischer
Herde. Sie sehen darin ein
Zeichen der gut erhaltenen
Reticulumzellen, denn die
degenerierte hat die Fahig-
keit, Lipoid zu speichern,
verloren. Diese Tétigkeit
wird von ihnen als etwas
Spezifisches fir die Reticu-
lumzelle bezeichnet. Bei der
Anwendung von vitalen
Abb. 8. Umbildung zum Fibrocyten. Zelleib an- Farbstotfen konnten wir eine
geliillt mit groben, stark lichtbrechenden Granula. gute Fé,rbung mit J; anusgriin
Vergr. 530mal. . .

bei den von uns beschriebenen
Zellen beobachten. Trypanblau wurde nur schlecht gespeichert. Andere
Speicherungsfarbstoffe sind von uns nicht benutzt worden.

Es erscheint uns fraglos, daB die von uns beschriebenen Zellen Reti-
culumzellen darstellen. Die starke Neigung zur Phagocytose, die Lipoid-
speicherung und die Bildung netzartiger Strukturen wie das grobvakuolige
Protoplasma lassen diese Zellen als Reticulumzellen erkennen. In der
Gewebskultur des Knochenmarks bilden sie sich zu fibrocytiren Ele-
menten um und sind in spéteren Stadien, wenn die Kultur ein reines Fibro-
cytengewebe aufweist, nicht mehr von anderen Zellen zu unterscheiden.
Zu der Auffassung, dafl diese Zellen Reticulumzellen sein miissen, kamen
wir nicht allein durch die morphologische Betrachtung dieser Zellen,
sondern vor allem war fiir uns folgendes beweisend: In einem klinisch
sicher gestellten Fall einer Retikulose erhielten wir Sternalpunktat zur
Ziichtung. Uber die eingehende Untersuchung dieses Falles soll an einer
anderen Stelle im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen des blut-
bildenden Systems berichtet werden. Wir fanden aber in diesen Kul-
turen ein Vorherrschen von oben beschriebenen Zellen, wie wir es in diesem




Uber das Wachstum menschlichen Knochenmarks in vitro. 1. 467

MaBe bisher noch nicht gesehen hatten. Dies bestérkte uns vor allem
in unserer Ansicht, dafl diese Zellen als Abkémmlinge des retikuliren
Systems anzusprechen sind.

Wir kénnen das Brgebnis dieser Untersuchung dahin zusammenfassen,
daB es mit unserer Methodik der Zellziichtung gelingt, aus dem mensch-
lichen Knochenmark einen bestimmten Zelltyp zu ziichten, der in vitro
einen ganz bestimmten Werdegang durchlauft. Wir konnten diesen
Werdegang in 4 Stadien einteilen. Die Lipoidbildung in den Zellen kénnen
wir nicht als einen degenerativen Vorgang auffassen, sondern als einen
diesen Zellen in einem bestimmten Stadium eigentiimlichen Stoffwechsel-
vorgang, der im Zelleben von groBer Bedeutung zu sein scheint. Mit Auf-
horen der Bildung von Granula in den Zellen geht fast gleichzeitig die
Umbildung in fibrocytire Elemente einher. In diesem letzten Stadium
konnten wir nicht in einem einzigen Fall eine spiter auftretende Lipoid-
granulierung beobachten. Kommt es zur Zellverfettung mit anschlieBen-
dem Zelltod, so geht meist eine Auflésung des Zellverbandes voraus.
Aus dem dichten Fibroblastengewebe 16sen sich die Zellen als fast voll-
kommen runde Elemente, die meist groftropfig verfettet sind. Besteht
die Lipoidgranulierung aus einer Unzahl nicht zdhlbarer kleinster Gra-
nula, so 138t sich die Zahl der Fetttropfen bei der zum Zelltod fithrenden
Verfettung meist schon bei geringerer Vergrofierung erkennen.

Nach ihrem morphologischen wie funktionellen Verhalten glauben
wir die von uns beschriebene Zellart genetisch von den Reticulumzellen
des Knochenmarkes ableiten zu konnen.



